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aminoacídico  dietario  incorrecto  y/o  a  la  presencia  de  factores  antinutricionales.  Respecto  a  los 







diferencias  significativas  en  la  razón  entre  el  perfil  de  aminoácidos  en  las  dietas  respecto  al  perfil 
corporal, para todos los aminoácidos esenciales. 

















for  fish meal  in diets  for  juvenile greater amberjack  (38 g average  initial weight), using  four 
isolipidic  (140  g  kg‐1)  and  isoenergetic  extrude  diets  (24 MJ  kg‐1) with  the  same  digestible 
protein  (50%). The control diet was FM100, without  fishmeal  substitution and  in  the FM66, 
FM33 and FM0 diets, the fishmeal was replaced at 33, 66 and 100%, respectively.  
At the end of the experiment no differences in growth parameters were obtained, but a clear 
tendency of diminishing  final weight and  specific growth  rate  (SGR) was observed when  the 
protein  mixture  dietary  levels  increased.  Survival  was  negatively  affected  due  to  an 
undetermined  fish disease causing high mortality;  fish  fed the FM0 diet exhibited the  lowest 
survival  (23%). A possible explanation of  this mortality  could  found  in a dietary amino acid 
imbalance and or some anti‐nutrients factors contained in animal and vegetable meals.  
With  regard  to nutritive parameters, daily  feed  intake  (FI),  feed conversion  ratio  (FCR), and, 
digestible  protein  intake  (DPI), were  similar  in  all  the  diets;  however,  the  digestible  energy 
intake  (DEI) was  lowest  in  fish  fed  the  FM0 diet. No differences were  found  in  the protein 
efficiency ratio (PER). In terms of whole body composition, significant differences were found 
in protein composition and about retention  indices, only protein efficiency retention showed 
significant  differences.    Regarding  the  digestibility,  the  ADC  for  protein,  energy  and  amino 
acids  were  diminishing  according  the  fishmeal  substitution.  Significant  differences  were 
observed  in  the  ratio between diet and whole  fish body profile  (AA)  for all essential amino 
acids.  In  summary,  it  can  conclude  that  the  total  fishmeal  replacement  by  the  alternative 







Its  fast  growth,  excellent meat  quality,  and  its  recent  reproduction  in  captivity  turns  the 
greater amberjack  (Seriola dumerili)  (Risso 1810)  into one of  the most promising  species  for 
Mediterranean Aquaculture  to  enhance  the  diversity  of  fish  farms. However,  to maintain  a 
profitable  commercial  culture  of  greater  amberjack,  it  is  necessary  to  formulate  specific, 
healthy,  sustainable  and  low  cost  diets.  In  this  sense,  to  avoid  the  current  dependence  on 
fishmeal  for  fish  diets,  it  is  necessary  to  include  alternative  ingredients  for  economic  and 




fully  exploited  or  overexploited,  including many  small  pelagic  fish  species  used  to  produce 
fishmeal for feed formulation worldwide. Since fishmeal production is predicted to be unable 
to  support  the  growth  of  the  aquaculture  sector,  the  quest  for  alternative  ingredients  and 
protein sources and as well as the optimization of dietary protein content are important goals. 




presented  a  better  feed  conversion  ratio  than  fish  fed  diets  of  40  and  50%.  Likewise,  the 
muscle protein level was lower and the lipid content was higher in fish fed 20 or 30% soybean 
meal. No diﬀerences were obtained for protein digestibility coeﬃcients of experimental diets. 
However,  there are  some  studies available with other amberjack  species. Several  studies on 
the nutritional  requirements of  the  Japanese  yellowtail have been published  (Takeda  et al., 
1975;  Shimeno  et  al.,  1980;  Shimeno,  1982,  1991;  Takeuchi  et  al.,  1992b;  Ruchimat  et  al., 
1997a,b),  including  lipid  (Takeuchi et al., 1992c), and carbohydrate requirements  (Furuichi et 
al., 1986; Takeuchi et al., 1992a). Also, some alternative protein sources have been studied in 
Japanese  yellowtail  (Seriola  quinqueradiata):  soybean,  gluten,  rapeseed  and  meat  meal 





al.,  1992; Watanabe  et  al.,  1992).  However,  these  studies  cannot  be  extrapolated  to  the 
Mediterranean yellowtail since it has a lower growth than the Japanese yellowtail, which could 
have some influence on the inclusion of optimum soybean levels in diets, as its essential amino 
acid  requirements might be diﬀerent. Another amberjack  studied  is  Seriola  lalandi, a highly 
valued fish  in many Asian countries,  such as  Japan, China, Singapore and Korea. Alternative 
products have been studied in yellowtail kingfish (Seriola lalandi) as a replacement of fishmeal. 












could  be  simulated with  a  protein mixture  and  thus  a  high  fishmeal  substitution  could  be 
successfully achieved as reported in other carnivorous species (Kaushik et al. 2004; Kissil et al., 
2004; Espe  et al., 2006;  Sánchez‐Lozano  et al., 2009; 2011). Nevertheless, high or  total  fish 
meal dietary  replacement may produce non‐desirable effects  in  fish, mainly caused by anti‐
nutrients  particularly  contained  in  vegetable  proteins  (Francis  et  al.,  2001).  Protein  enzyme 


















The  trial  was  carried  out  in  12  cylindrical  fibreglass  tanks  (1750  L)  inside  a  recirculated 
seawater  system  (75  m3  capacity)  with  a  rotary  mechanical  filter  and  a  gravity  bio‐filter 
(approximately 6 m3 capacity) at the Aquaculture Laboratory  (Animal Science Department at 
Polytechnic  University  of  Valencia,  Valencia,  Spain).  The marine  water  in  the  system  was 
changed once every three months.  
The experimental period was 154 days  (from  January to  June 2014). The water  temperature 
was maintained around 20°C (21.5  2.4°C) during the experimental period thanks to a water 
conditioning  pump  (TRANE  CAN  490,  123.3  kW)  installed  in  the  system.  All  tanks  were 
equipped with aeration and the level of dissolved oxygen was 6.6 ± 1.3 mg L‐1. Water salinity 
was  31.5  ±  4.1  g  L‐1,  pH  7.3  ±  0.4, NO3‐  (25‐150 mg  L–1), NO2‐  (0.05‐0.5 mg  L–1),    and  the 
ammonium  value  was  undetectable.  The  photoperiod  was  natural  throughout  the 
  5
experimental  period  (16L/8D  in  summer  and  12L/12D  in winter)  and  all  tanks  had  similar 




Greater amberjack  (Seriola dumerili)  juveniles were obtained  from a  fish  farm  (Futuna Blue, 









At  the  beginning  of  the  experimental  trial,  5  fish  were  sampled  and  stored  at  ‐30°C  for 
subsequent whole‐body composition analyses. The fish were slaughtered by a thermo‐shock in 
a melting ice bath. 
At  the  end  of  the  growth  trial,  all  fish  per  tank  were  sampled  to  determine  biometric 
parameters  (viscerosomatic and hepatosomatic  indices, condition  factor and mesenteric  fat) 




Four  isolipidic  (140 g kg‐1 of CL) and  isoenergetic diets  (24 MJ kg‐1 of gross energy, GE) were 
formulated (Table 1) with the same digestible protein (50%, DP), and from 530 to 633 g kg‐1of 
crude protein  (CP). For protein digestibility estimation, the  individual  ingredients digestibility 
coefficients were taken from a previous study (Tomás et al., 2015). 
The control diet was FM100, without  fishmeal substitution and  in the FM66, FM33 and FM0 









  FM 100 FM 66 FM 33 FM 0 
Ingredients (g kg ‐1) 
Fish meal  525 350 175
Wheat   235 108 43
Wheat gluten  130 130 140 180 
Corn gluten  100 100 100 
Degreased krill  120 230 345 
Meat meal  80 198 250 
Fish oil   90 92 88 95 
L‐ Methionine u  3 5 
L‐Lysine Clh u  3 5 
Vitamin‐mineral mix v 20 20 20 20 
Proximate composition (g kg ‐1 dry matter)*
Dry matter (DM)  888 888 895 902 
Crude protein (CP)  530 580 604 633 
Crude lipid (CL)  139 142 138 137 
Ash 103 106 121 115 
N‐Free Extract (NFE) w 228 171 137 115 
GE (MJ kg ‐1) x  23.8 24.1 23.7 23.8 
DP (g kg ‐1) y  497 504 497 479 
DE (MJ kg ‐1) y  20.3 19.2 18.1 16.3 
DP/DE (g MJ ‐1) z  24.5 26.2 27.5 29.4 
 
u L‐Methionine and L‐Lysine Clh: Guinama S.L.U. 

















supplemented with  L‐Met  and  L‐Lys  synthetic  in  amounts  of  3  to  5  g  kg‐1,  respectively,  to 
simulate the digestible amino‐acid profile of the fishmeal diet. The primary  lipid source  in all 
feeds  was  fish  oil,  with  levels  of  about  90  g  kg‐1  of  dry matter.  The  composition  of  the 
experimental diets and their proximate values are shown in Table 1.  
Diets  were  prepared  by  cooking  extrusion  processing  with  a  semi‐industrial  twin‐screw 
extruder  (CLEXTRAL BC‐45). The processing  conditions were as  follows: 0.63  g  speed  screw, 
110oC temperature, 40‐50 atm. pressure and from 3 to 5 mm diameter pellets. Experimental 







FM100 FM66 FM33 FM0 
EAA (g kg‐1 in dry matter) 
Arginine  35.1 31.9 37.0 34.5 
Histidine  11.8 12.6 11.7 12.3 
Isoleucine  25.8 27.4 27.1 26.7 
Leucine  42.9 52.8 51.6 52.7 
Lysine  33.3 29.2 32.1 28.0 
Methionine 11.0 9.9 11.6 12.5 
Phenylalanine  25.8 26.9 26.8 28.3 
Threonine  22.0 19.7 20.5 21.1 
Valine  31.9 32.1 32.8 33.1 
NEAA (g kg‐1 in dry matter) 
Alanine  29.9 33.3 34.8 33.7 
Aspartate  42.9 46.4 49.8 45.4 
Cysteine  4.9 5.0 4.9 7.0 
Glutamine  109.1 129.5 126.8 146.2 
Glycine  29.4 33.0 35.1 38.8 
Proline  32.2 39.5 39.7 46.9 
Serine  20.3 21.4 22.4 25.7 
Tyrosine  11.0 12.6 13.0 13.6 







procedures:  dry matter  (drying  at  105  oC  to  constant weight),  ash  (incinerated  at  550oC  to 
constant weight), crude protein by the Kjeldahl procedure (N x 6.25) after acid digestion (2300 
Kjeltec Analyzer Unit) and by  the Dumas principle,  crude  lipids were extracted with diethyl 
ether (ANKOM XT10). Energy was calculated according to Brouwer (1965), from the C (g) and N 




two  pumps  (Model  515;  Waters),  an  auto  sampler  (Model  717;  Waters),  a  fluorescence 
detector  (Model  474; Waters)  and  a  temperature  control module.  Aminobutyric  acid  was 
added as an internal standard after hydrolysation. Amino acids were derivatised with AQC (6‐
aminoquinolyl‐N‐hydroxysuccinimidyl carbamate). Methionine and cysteine were determined 
separately  as methionine  sulphone  and  cysteine  acid  after  oxidation  with  performic  acid. 
Amino acids were separated with a C‐18 reverse‐phase column Waters AcQ. Tag (150 mm x 3.9 
mm). 




Simultaneously with the  feeding trial, 16  fish were used  in a trial designed to determine the 
apparent  digestibility  of  the  experimental  diets.  The  digestibility  system  was  constructed 
according to the Guelph System protocol  (Cho, Slinger and Bayley 1982), using 4 digestibility 



























data  were  treated  using  a  one‐way  ANOVA.  The  Newman–Keuls  test  was  used  to  assess 









































All  experimental  fish  groups  grew  from  the  beginning  of  the  trial,  and  at  the  end  of  the 




Daily  feed  intake and  the  feed conversion  ratio were  similar  in all  the diets, and also  in  the 
digestible protein  intake; meanwhile,  the digestible energy  intake was  lower  in  fish  fed  the 
FM0 diet (26.6 kJ 100 g fish‐1 day‐1) than in fish fed the FM100 and FM66 diets (33.0 and 30.2 kJ 
100  g  fish‐1  day‐1,  respectively).  No  differences  were  found  among  diets  in  the  protein 







Parameters FM 100 FM 66 FM 33 FM 0  P‐value
Initial weight (g)  39.6 ± 1.5 38.1 ± 1.5 38.1 ± 1.5 36.7 ± 1.5  0.6031
Survival (%)  75a  ± 6 86a  ± 6 86a  ± 6 23b  ± 6  0.0002
Final weight (g)  385 ± 22 391 ± 22 348 ± 22 333 ± 22  0.2799
SGR (% day‐1) u  1.50 ± 0.04 1.51 ± 0.04 1.43 ± 0.04 1.40 ± 0.04  0.2571
FI (g 100 g fish ‐1 day‐1) v  1.83 ± 0.10 1.77 ± 0.10 1.81 ± 0.10 1.77 ± 0.10  0.9506
DPI (g 100 g fish ‐1 day‐1) w  0.80 ± 0.04 0.79 ± 0.04 0.80 ± 0.04 0.78 ± 0.04  0.9632
DEI (kJ 100 g fish ‐1 day‐1) x  33.0 ± 1.5 30.2 ± 1.5 29.4 ± 1.5 26.6 ± 1.5  0.1015
FCR y  1.77 ± 0.11 1.68 ± 0.11 1.74 ± 0.11 1.80 ± 0.11  0.9062















Concerning  biometric  parameters  (Table  4),  significant  differences  were  observed  in  the 
viscerosomatic  index  (VSI).  The  highest  value  was  in  fish  fed  the  FM0  diet  (5.87%).  The 






Parameters  Initials  FM 100 FM 66 FM 33 FM 0  P‐value
CF s    1.37 ± 0.06 1.44 ± 0.06 1.47 ± 0.06 1.48 ± 0.06  0.6349
MF(%) t    0.18 ± 0.05 0.14 ± 0.05 0.10 ± 0.05 0.04 ± 0.06  0.3263
HSI(%) u    0.87 ± 0.10 1.05 ± 0.10 1.02 ± 0.10 1.22 ± 0.12  0.1950
VSI(%) v    4.32c ± 0.23 4.87bc ± 0.23 5.15b ± 0.23 5.87a ± 0.24  0.0006
Moisture (g kg‐1)  768.0  696.5 ± 3.3 701.8± 3.3 704.1 ± 3.3 709.1 ± 3.3  0.0772
CP (g kg‐1 ww)  164.6  192.2a ± 1.5 186.1b ± 1.5 188.0ab ± 1.5 177.7c ± 1.5  0.0000
CL (g kg‐1 ww)  30.6  77.8 ± 2.7 75.5 ± 2.7 72.9 ± 2.7 78.4 ± 2.7  0.4767
Ash (g kg‐1 ww)  36.7  28.1 ± 2.0 31.7 ± 1.9 30.3 ± 1.9 28.4 ± 1.9  0.5261
IPR(%) w    23.7a ± 1.2 21.9a ± 1.2 20.4ab ± 1.2 17.5b ± 1.2  0.0393
IER(%) x    21.7 ± 1.3 21.8 ± 1.3 21.1 ± 1.3 20.3 ± 1.3  0.8294
DPR(%) y    25.3 ± 1.5 25.2 ± 1.5 24.8 ± 1.5 23.2 ± 1.5  0.7400






























consequence  of  the NEAA  dietary  levels  increased with  the  increasing  level  of  the  dietary 
fishmeal substitution. The FM 66 and FM 33 diets showed intermediate values of NEAA. 
Regarding  the ADC  coefficients  (Table 5), no differences were  found  in ADC  for dry matter. 




The  same  tendency observed  in  the ADC  for protein were  showed  in  individual amino acid 
(ADCAA). Overall, considering only the EAA, the ADCAA were increasing with the fishmeal dietary 
content, and only the Met, Val and Thr did not show significant differences. The Lys presented 















ADCs (%)  FM 100 (n=4)  FM 66 (n=2) FM 33 (n=2) FM 0 (n=4)  P‐value 
Dry mater  67.5 ± 1.8  63.3 ± 2.9  58.6 ± 2.9  63.8 ± 2.0  0.1349 
Protein  93.7a ± 1.9  86.8ab ± 3.1  82.2bc ± 3.1  75.7c ± 2.2  0.0012 
Energy  85.5a ± 4.1  79.5ab ± 4.1  76.5ab ± 4.1  68.5b ± 2.9  0.004 
EAA ADCAA  
Arg  92.8a  1.8  90.2ab  2.8  92.7a  2.8  83.6b  2.0  0.0301 
His  93.6a  2.2  90.0a  2.7  87.7a  2.7  78.5b  1.9  0.0066 
Ile  95.0a  2.2  90.4a  3.1  79.7b  3.1  77.4b  2.2  0.0022 
Leu  93.1a  2.0  90.7ab  2.9  79.5c  2.9  83.5bc   2.0  0.0136 
Lys  91.1a  3.1  88.4a  4.4  81.0ab  4.4  69.4b  3.1  0.0060 
Met  91.7  2.3  89.4  3.2  82.6  3.2  82.4  2.3  0.0654 
Phe  93.8a  1.8  91.5a  2.6  80.5b  2.6  84.2b  1.8  0.0078 
Thr  89.5  2.4  85.8  3.4  88.1  3.4  79.0  2.8  0.1064 
Val  76.0  4.9  71.0  6.9  77.8  6.9  74.5  5.7  0.9042 
NEAA ADCAA           
Ala  90.6a  2.7  88.1ab  3.8  75.9b  3.8  79.8b  2.7  0.0332 
Asp  85.9  2.4  85.3  3.9  82.3  3.9  74.9  2.7  0.0683 
Cys  87.3a  2.0  85.4ab  3.2  78.3bc  3.2  75.2c  2.6  0.0246 
Glu  95.1a  1.8  92.8a  2.6  90.0a  2.6  82.0b  1.8  0.0052 
Gly  90.1  2.7  85.7  3.8  83.6  3.8  77.2  2.7  0.0542 
Pro  94.2a  2.2  91.5a  2.7  91.3a  2.7  82.8b  1.9  0.0251 
Ser  88.8  3.0  84.1  3.7  86.8  3.7  77.5  2.6  0.1032 
Tyr  78.2a  3.3  77.3ab  4.7  62.3bc  4.7  48.8c  4.7  0.0087 
 

























































Parameters  Initials  FM 100 FM 66 FM 33 FM 0 SEM  P‐value 
EAA (g kg‐1 ww)      
Arginine  11.7  14.8a 13.3bc 13.8ab 12.1c 0.41  0.0104 
Histidine  3.8  5.5 4.6 5.2 4.7 0.23  0.0773 
Isoleucine  7.2  8.6 8.7 9.2 9.2 0.47  0.6730 
Leucine  12.0  13.6 14.2 14.6 14.2 0.46  0.5008 
Lysine  13.1  14.5 15.1 16.2 15.4 0.45  0.1372 
Methionine  4.8  4.5 4.4 4.2 4.0 0.16  0.1704 
Phenylalanine  6.1  7.5 7.2 7.4 7.2 0.35  0.8916 
Threonine  7.0  8.6 8.3 8.5 7.7 0.33  0.2612 
Valine  9.1  10.3 10.3 11.1 10.6 0.34  0.3513 
NEAA (g kg‐1 ww)       
Alanine  10.7  12.7 12.2 12.3 11.8 0.19  0.0686 
Aspartate  15.3  17.6 17.2 17.8 17.6 0.45  0.7651 
Cystine  2.1  2.1 1.7 1.5 1.6 0.14  0.0977 
Glutamine  24.0  28.5 28.7 29.3 28.3 0.53  0.6045 
Glycine  12.4  17.5a 14.1b 13.6b 13.3b 0.54  0.0020 
Proline  7.2  9.2 8.6 8.0 7.7 0.55  0.2771 
Serine  6.6  7.7a 7.4a 7.2ab 6.6b 0.22  0.0424 
Tyrosine  4.4  4.9 4.6 5.3 4.1 0.58  0.5340 







The amino acid  retention efficiency  (%) of  ingested  (A) and digested  (B) EAA  in  fish  fed  the 
experimental diets at the end of the experiment is showed in Fig 3A and Fig 3B, respectively. 
Without considering the diets effect, the Thr and Lys efficiency retention showed the highest 
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clear  negative  tendency  is  observed  in  growth when  the  fishmeal  substitution  is  increased. 
These fact is in accordance with those obtained in several studies when the soybean meal was 
used  in  highest  dietary  levels  as  a  partial  substituted  of  the  fishmeal  (Tomás  et  al.,  2005; 
Dawood et al., 2015), and also poultry by‐product meal (Takakuwa et. al., 2006b). And it also 
agrees with  S. quinqueradiata  studies,  in wich  fish meal  content  in diets  can be  reduced  to 
about 300 g/kg diet by using alternative protein sources  (Watanabe et al., 1994; Aoki et al., 
2000), but  further replacement of  fish meal by alternative proteins results  in  inferior growth 
and feed utilization as well as the development of abnormal physiological conditions, such as 
anemia and higher incidence of green liver. Similar occurs in japanese yellowtail, the fish fed a 
non‐fishmeal diet  initially  fed actively and  grew normally, but  thereafter  growth  stagnated, 
and high mortality due to a bacterial  infection (Maita et al., 1998), and occurrences of green 
liver  (Maita  et al., 1997), were observed.  In addition,  fish  fed a non‐fishmeal diet exhibited 
anemia and hypocholesterolemia (Maita et al., 1997, 1998, 2006).  
The anemia consecuence with non fish meal diets,   was demostrated by Dawood et al. (2015) 
in mediterranean yellowtail. As  it has been seen  in an other species  (Estruch et al., 2015),  it 









Vibrio  sp. acted as opportunistic agents on  fish with  suppressed  immune  system, possibility 
due to the dietary effect. 
A possible explanation of this mortality could  found  in the amino acid availability  (there  is a 
very  clearly  decrease  in  the  EAA  digestibility  of  the  FM0  diet)  and  or  some  anti‐nutrients 
factors contained in animal and vegetable meals.  
The Lys  is the main  limiting amino acid which  is consistent with  (Gatlin et al., 2007). The Lys 
dietary  imbalance could be  the main  reason of  fish mortality as also was observed  in midas 
(Amphilophus  citrinellum)  by  Dabrowski  et  al.  (2007).  A  justification  of  the  lower  Lys 
digestibility presented in the present trial can be in relation with the animal meal (meat meal) 
included  in  high  levels  in  FM  0  diet.  The  excessive  applied  heat  during  its  processing  can 
damage the proteins, especially affecting the Lys (Carpenter and Booth, 1973; Opstvedt et al., 
1984), which may  contribute  to  lower  protein  digestibility.  In  addition,  the  protein  source 
(muscle, connective tissue, bones, etc.) also affects the digestibility.  In this sense, Allan et al. 







1996;  Yamamoto  et  al.,  1998). Vegetable meals  contain  undigestible  components,  but  also 
protease  inhibitors,  lectins,  phytic  acid,  saponins,  phytoestrogens,  antivitamins,  allergens 





FM0 diet exhibited  the highest  values. This  indicates  that  Lys  is  the  limiting amino acid  for 
protein synthesis in fish fed FM0 diet.  
The amino acid  index  is the result of the ratio between the EAA profile in experimental diets 






The  results  indicated  that  yellowtail  did  not  decrease  their  feed  intake with  respect  to  the 
fishmeal dietary substitution. On the contrary, Tomás et al. (2005), observed an increase of FI 
when yellowtail were fed with high content of dietary soybean meal (40%) as Watanabe et al. 
(1992)  and  Viyakarn  et  al.  (1992)  in  Japanese  yellowtail.  One  possible  explanation  could 
attribute to an inadequate amino acid profile in diets with high levels of fishmeal substitution, 










energy  intake was as  consequence of ADC energy  coefficients presented with  this diet, and 
therefore,  the efficiency  retention  showed a clear  tendency  to  increased according  fishmeal 





In  summary,  from  the  results  of  this  experiment  it  can  conclude  that  the  total  fishmeal 
replacement by the alternative protein blend assayed was not feasible for yellowtail feeding, 
because  cause a detriment of digestible EAA and energy, and a high mortality  in  long  term 
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